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1.1 Die Hühnerretina als Modellsystem 
Die Hühnerretina ist ein Teil des Gehirns, welcher sich aus mehreren Gründen als Modellsys-
tem für die Untersuchung von Entwicklungsprozessen anbietet. Mit ihren lediglich sieben 
Zelltypen ist sie deutlich weniger komplex aufgebaut als das Gehirn, durchläuft jedoch alle 
für das Gehirn entwicklungsbiologisch relevanten Prozesse wie Proliferation, Differenzie-
rung, Migration, Schichtenbildung und Apoptose. Die frühe Entwicklung und die exponierte 
Lage der beim Vogel verhältnismäßig großen Augen ermöglichen einen leichten Zugang, und 
somit auch eine einfache Isolierung oder Manipulation dieses Gewebes. Hinzu kommen die 
einfache Bebrütung und die gute Verfügbarkeit eindeutig identifizierbarer Embryonalstadien, 
wodurch die Hühnerretina ein ideales System für die Erforschung entwicklungsbiologischer 
Vorgänge und der Retinogenese ist.  
 
1.1.1 Entwicklung und Aufbau der Hühnerretina 
Das visuelle System des Vogels beginnt 30 Stunden nach der Befruchtung mit seiner Ausbil-
dung durch seitliche Ausstülpungen im Bereich des späteren Diencephalons, die sich zu den 
Augenbläschen entwickeln (Mey and Thanos 2000). Darin entstehen durch Invagination das 
später auf der Außenseite des Augenbechers gelegene Retinale Pigmentepithel (RPE) und die 
innen gelegene Retina. Bei der frühen Retina handelt es sich um ein mehrschichtiges Neuro-
epithel, in dessen Entwicklungsverlauf sich alle sieben Zelltypen der Retina, und die für die-
ses Gewebe typische laminäre Schichtung, bilden.  
Auf morphologischer Ebene ist die neuronale Differenzierung durch Migrationsprozesse der 
Zellkörper und dem Auswachsen von Neuriten gekennzeichnet. Letztere formen das pseudo-
stratifizierte Neuroepithel, das die Retina in ihrer frühen Entwicklungsphase darstellt, in voll-
ständig laminiertes Gewebe um. Diese vollständige Laminierung ist mit dem Erreichen des 
16. Embryonaltages abgeschlossen.  
Differenzierungsprozesse beginnen im zentralen, der Linse gegenüber gelegenen Teil der Re-
tina. Von dort aus setzen sie sich nach beiden Seiten hin in die peripheren Bereiche der Retina 
fort. Die ersten Zellen, die sich im Verlauf der Retinogenese differenzieren, sind die Gang-
lienzellen, welche bereits ab dem dritten Embryonaltag den Zellzyklus verlassen. Es folgen 
die Photorezeptoren, sowie Horizontal- und Amakrinzellen. Als letztes differenzieren sich die 
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Bipolar- und die Müllerzellen (Mey and Thanos 2000).  
Die Differenzierung aller Zelltypen in der Retina ist dadurch gekennzeichnet, dass sie sich aus 
einem fixen Pool von multipotenten Vorläuferzellen entwickeln (Cepko 1999). In den meisten 
Fällen können sich aus diesen Vorläuferzellen mindestens zwei unterschiedliche Zelltypen 
entwickeln. Die Determinierung der Vorläuferzellen erfolgt nicht immer unmittelbar nach 
dem Austritt aus dem Zellzyklus. Viele Zellen bleiben danach weiterhin undifferenziert und 
entwickeln sich erst im Zuge ihrer Migration zu ihrer endgültigen laminären Position durch 
positionsabhängige Signale zu einem bestimmten Zelltyp (Belecky-Adams, Cook et al. 1996; 
Adler 2000). Dieser Prozess basiert also auf dem Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren, 
zu denen auch bestimmte neurotrophe Faktoren gezählt werden müssen. Veränderungen in 
der Konzentration solcher Wachstumsfaktoren können dementsprechend zu einer Verände-
rung in der Zusammensetzung aller Zelltypen der Retina führen. Da der Vorläuferpool, wie 
bereits erwähnt, lediglich eine fixe Zellzahl hervorbringen kann, geht eine solche vermehrte 
Differenzierung eines bestimmten Zelltyps teilweise zu Lasten anderer Typen (Patel and 
McFarlane 2000).  
Parallel zu der Geburt der unterschiedlichen Zellen der Retina erfolgt die in Abb. 1 dargestell-
te Laminierung des anfänglich noch ungeschichteten Neuroepithels (vgl. Abb. 1 A) in die für 
die Wirbeltierretina typischen drei nukleären und zwei plexiformen Schichten. Sie beginnt mit 
Ausbildung einer kernfreien Zone im inneren Bereich der Retina, die sich zur inneren plexi-
formen Schicht (IPL, inner plexiform Layer) entwickelt (vgl. Abb. 1 B). Die Bildung dieser 
Schicht wird durch die Dendritenbildung von Ganglienzellen und das kurz darauf folgende 
Auswachsen von Fortsätzen der Amakrinzellen ab dem sechsten Tag nach der Befruchtung 
initiiert (Nishimura 1980; Rager 1980). Erst im Anschluss entwickelt sich im Zuge der synap-
tischen Verschaltung von Photorezeptoren und Bipolarzellen die äußere plexiforme Schicht 
(OPL, outer plexiform layer), welche die Photorezeptoren von der INL trennt (vgl. Abb. 1 C). 
Die letzte Phase der Retinaentwicklung ist eine Phase der Apoptose, in der die vorher etab-
lierte Zellzahl reduziert wird (vgl. Abb. 1 D) und das endgültige Verhältnis der unterschiedli-
chen Zelltypen zueinander festgelegt wird (Cepko 1996).  
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Abbildung 1: Die Laminierung der Retina vollzieht sich während der embryonalen Entwicklung. Gefrier-
schnitte 6, 8 12 und 18 Tage alter Embryonen wurden einer Kernfärbung mit SYTOX orange unterzogen und 
mikroskopisch dokumentiert. Balken = 25µm.  
 
Die vollständig ausgebildete Retina stellt sich letztlich so dar, wie sie in Abb. 2 schematisch 
gezeigt ist. Auf das der Retina benachbarte RPE folgen zunächst die äußeren Segmente (OS, 
outer segments) der Photorezeptoren, an die sich wiederum deren Zellkörper anschließen, 
welche die äußere nukleäre Schicht (ONL, outer nuclear layer) bilden. Die Fortsätze der Pho-
torezeptoren bilden durch ihre synaptische Verbindung mit den Dendriten der Bipolar- und 
Horizontalzellen die äußere plexiforme Schicht (OPL, outer plexiform layer). Die Zellkörper 
letzterer Zelltypen sind zusammen mit denen von Amakrin- und Müllerzellen in der sich an-
schließenden inneren nukleären Schicht (INL, inner nuclear layer) lokalisiert. Die darunter 
liegende IPL beinhaltet die Fortsätze und synaptischen Verbindungen von Amakrin-, Bipolar- 
und den Dendriten der in der Ganglienzellschicht (GCL, ganglion cell layer) lokalisierten 
Ganglienzellen. Durch die gezielte horizontale Verschaltung der Fortsätze bestimmter Zellty-
pen miteinander kommt es darin zur Ausbildung von insgesamt fünf Subbanden. Die zum 
optischen Tectum ziehenden Axone der Ganglienzellen bilden die unterhalb der GCL verlau-
fende optische Faserschicht. Den Müllerzellen als den einzigen Gliazellen der Retina kommt 
eine Sonderstellung zu.  
 
 
Abbildung 2: Aufbau der adulten Hüh-
nerretina. (A) Gefrierschnitte einer adul-
ten Hühnerretina wurden mit einem Anti-
körper gegen Visinin (rot)  gefärbt und 
anschließend einer Kernfärbung mit 
SYTOX orange (blau) unterzogen. (B) 
Schematische Darstellung der Anordnung 
neuronaler Zelltypen in der Retina. Ab-
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kürzungen: AZ = Amakrinzellen, BP = Bipolarzellen, GCL = Ganglienzellschicht, GZ = Ganglienzellen, HZ = 
Horizontalzellen, INL = innere nukleäre Schicht, IPL = innere plexiforme Schicht, ONL = äußere nukleäre 
Schicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, OS = Äußere Segmente, S = Stäbchen-Photorezeptoren, Z = Zapfen-
Photorezeptoren,  
 
Den Gliazellen der Retina kommt eine Sonderstellung zu. Diese auch als Müllerzellen be-
zeichneten Zellen durchspannen mit ihren Fortsätzen als einziger Zelltyp die gesamte Netz-
haut radial (vgl. Abb. 3) und bilden mit ihren Endfüßen sowohl die innere, als auch die äußere 






Abbildung. 3: Die Müllerschen Gliazellen sind der einzige 
Zelltyp, der mit seinen Fortsätzen die gesamte Retina durch-
spannt. Die Müllerzellen der Retina von 13 Tage alten Hühner-
embryonen wurden mit einem Antikörper gegen Vimentin (grün) 
gefärbt. Zusätzlich wurde die Retina einer Kernfärbung mit 
SYTOX orange (blau) unterzogen.   
 
 
1.2 Spezielle Zelltypen der Retina 
1.2.1 Photorezeptoren sind die lichtsensitiven Zellen der Retina 
Die Umwandlung von Licht in elektrochemische Signale erfolgt in der Retina ausschließlich 
durch Photorezeptoren. Diese hoch spezialisierten Zellen weisen eine charakteristische Mor-
phologie auf, die durch die deutliche Unterteilung des Zellkörpers in ein äußeres, sowie ein 
inneres Segment und ein kurzes Axon mit spezialisierten Synapsen an dessen Ende gekenn-
zeichnet sind. Photorezeptoren können in die für das Dämmerungssehen verantwortlichen 
Stäbchen und die für das Tages- und Farbsehen zuständigen Zapfen unterschieden werden. 
Die Zapfen unterscheiden sich beim Huhn durch die Absorptionsmaxima der in ihren äußeren 
Segmenten lokalisierten Opsine. Diese Absorptionsmaxima liegen in den Bereichen des grü-
nen, roten, blauen und violetten Lichts. Bezüglich der Entwicklung der Photorezeptoren muss 
gesagt werden, dass zwischen der Geburt dieses Zelltyps und dem Erreichen der vollen Funk-
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tionsfähigkeit eine Zeitspanne von bis zu zehn Tagen liegt. Die Festlegung von bislang nicht 
determinierten Vorläuferzellen auf das Schicksal von Photorezeptoren ist erstmals durch die 
Expression eines Calcium-bindenden Proteins namens Visinin nachweisbar. Im weiteren Ver-
lauf der Entwicklung folgt zunächst eine transiente Übergangsphase, die durch die Expression 
des LIM-Domänen-Transkriptionsfaktors Islet2 gekennzeichnet ist. Mit der Herabregulierung 
der Expression von Islet2 erfolgt der Eintritt in die letzte Phase der Differenzierung, in der die 
bereits erwähnten Opsine gebildet werden. Bezüglich der Reihenfolge, in der die unterschied-
lichen Photorezeptortypen in diese letzte Phase eintreten, kann gesagt werden, dass die Diffe-
renzierung der Zapfen vor denen der Stäbchen erfolgt. Dies lässt sich unter anderem auch in 
einer früheren Expression von Opsinen in der Retina nachweisen (Bruhn and Cepko 1996).  
 
1.2.2 Cholinerge Amakrinzellen 
Amakrinzellen sind ein spezieller Typ von Neuronen in der Retina, die an der Verarbeitung 
und der Optimierung visueller Informationen beteiligt sind. Die Arbeiten von Cajal und ande-
ren Gruppen geben Hinweise dafür, dass es in der Retina von Vögeln über 30 verschiedene 
Subtypen von Amakrinzellen gibt (Brecha, Karten et al. 1979; Karten and Brecha 1980; Key-
ser, Hughes et al. 1988; Fischer, Seltner et al. 1998; Fischer, Omar et al. 2005). Bei den choli-
nergen Amakrinzellen handelt es sich um eine solche Unterpopulation von Amakrinzellen, die 
selbst noch einmal in drei Subtypen unterteilt ist. Alle diese drei Typen sind durch die Ex-
pression des Proteins Acetylcholintransferase gekennzeichnet, welches den Neurotransmitter 
Acetylcholin synthetisiert. Ihre Zellkörper sind im Fall von cholinergen Amakrinzellen des 
Typs I am proximalen Rand der INL, oder aber beim Typ II in der GCL lokalisiert, wobei sie 
eine paarweise Symmetrie offenbaren. Alle Zellen des Typs I projizieren dabei in ein und 
dieselbe Subbande in der IPL. Gleiches gilt für die Zellen des Typs II, die ihre Fortsätze je-
doch in eine andere Subbande senden als Zellen vom Typ I (Eckenstein and Thoenen 1982; 
Famiglietti 1983; Millar, Ishimoto et al. 1985; Millar, Ishimoto et al. 1987; Spira, Millar et al. 
1987).  
Die Retina der Vögel verfügt zusätzlich zu den cholinergen Amakrinzellen des Typs I und II 
noch über einen dritten Typ. Die Zellkörper liegen in diesem Fall in der Mitte der INL und 
senden von dort aus Fortsätze in die IPL hinein (Millar, Ishimoto et al. 1987).  
Die für all diese Zellen charakteristische ChAT-Expression beginnt im Falle der Zellen des 
Typs I und II 6,5 Tage nach der Befruchtung, während sie beim Typ III erst am Embryonaltag 
15 beginnt (Spira, Millar et al. 1987).  
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Die Differenzierung dieses Zelltyps stellt eine Besonderheit in der Retina dar. Cholinerge 
Amakrinzellen gehen aus undifferenzierten, postmitotischen Vorläuferzellen hervor, die sich 
innerhalb der sich entwickelnden IPL differenzieren. Dieser Vorgang schließt unter anderem 
die einsetzende Expression des Neurotransmitters Gamma-Aminobuttersäure (GABA, gamma 
aminobutyric acid) mit ein. Aus der Position in der Mitte der IPL heraus wandern die Zellen 
nun entweder zurück an den inneren Rand der INL (Typ I), oder aber in die GCL (Typ II) 
(Spira, Millar et al. 1987; Prada, Medina et al. 1999; Stanke, Lehman et al. 2008).  
 
1.2.3 Müllerzellen 
Die Müllerzellen sind die einzigen Zellen der Retina, die mit ihren Fortsätzen die gesamte 
Retina durchspannen. So bilden sie ein regelmäßiges Netzwerk, wodurch sie die Retina in 
Zellkolumnen unterteilen. Mit ihren zahlreichen lateralen Fortsätzen umhüllen die Müllerzel-
len dabei die Neuronen. Auf diese Weise stellen sie nicht nur die Stützzellen der Retina dar, 
vielmehr übernehmen sie zusätzlich noch zahlreiche physiologische Funktionen, welche zur 
Funktionalität und zum Überleben der Neuronen in der Retina beitragen (Bringmann, Panni-
cke et al. 2006).  
In der sich entwickelnden Retina spielen die noch unreifen Müllerzellen eine wichtige Rolle 
für die korrekte Entwicklung der retinatypischen histologischen Organisation und  neuronalen 
Verschaltungen. Das von ihnen gebildete Netzwerk dient als Substrat für die Migration von 
Neuronen auf ihrem Weg zu ihrer endgültigen Position (Willbold, Reinicke et al. 1995; Will-
bold, Berger et al. 1997) und anschließend auch für deren auswachsende Neuriten (Stier and 
Schlosshauer 1998).  
In den letzten Jahren sind Müllerzellen auch im Hinblick auf die Regenerationsfähigkeit der 
Retina in den Fokus der Forschung gerückt. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Zelltyp im 
Zuge bestimmter Behandlungen der Retina in der Lage ist, wieder in den Zellzyklus einzutre-
ten und neue Neurone und Müllerzellen zu generieren (Fischer and Reh 2001; Fischer, 






1.3 Neurotrophe Faktoren als Mediatoren entwicklungs-
biologischer Prozesse 
Die Differenzierung verschiedener Typen von Neuronen im Verlauf der Entwicklung eines 
Organismus ist sowohl von intrinsischen, als auch von extrinsischen Faktoren abhängig. Die 
intrinsischen Faktoren können als das Potential einer neuronalen Vorläuferzelle definiert wer-
den, sich zu einem bestimmten Neurontyp zu entwickeln. Dieses Potential ist abhängig von 
der cell-lineage des Vorläufers. Unterschiedliche Zelllinien besitzen unterschiedliche Poten-
tiale sich zu bestimmten neuronalen Zelltypen zu entwickeln (Turner and Cepko 1987; Holt, 
Bertsch et al. 1988; Wetts and Fraser 1988).   
Extrinsische Faktoren sind dagegen extrazelluläre Einflüsse, welche im Laufe der Entwick-
lung auf Vorläuferzellen einwirken und ihre Differenzierung zugunsten eines bestimmten 
Schicksals beeinflussen. Zu solchen extrinsischen Faktoren zählen auch so genannte neurot-
rophe Faktoren, die auch als Wachstumsfaktoren oder Zytokine bezeichnet werden. Während 
der Entwicklung beeinflussen sie unter anderem die Proliferation, die Differenzierung, und 
das Überleben von Zellen, sowie das Axonwachstum und die Ausbildung von Synapsen 
(Ogilvie, Speck et al. 2000). Sie werden sezerniert und binden darauf hin an spezifischen Re-
zeptoren der Zielzellen. Die dadurch ausgelöste zelluläre Antwort ist vom Rezeptor, und dem 
Status der Zelle abhängig (Ibanez 1998).   
Die bereits erwähnte positive Auswirkung mancher neurotropher Faktoren auf das Überleben 
von Neuronen machen diese zu wichtigen Kandidaten für die Behandlung degenerativer 
Krankheiten des zentralen und peripheren Nervensystems, wie z. B. Retinitis Pigmentosa 
(RD) (Faktorovich, Steinberg et al. 1990; Faktorovich, Steinberg et al. 1992; Steinberg 1994).  
Für die Retina selbst wurde die Anwesenheit zahlreicher neurotropher Faktoren in der sich 
entwickelnden und in der adulten Retina nachgewiesen. Diese Faktoren können entweder von 
den Retinazellen selbst, oder aber durch die Zellen des umliegenden Gewebes wie z. B. dem 
RPE sezerniert werden und im Anschluss daran ihre Wirkung an den entsprechenden Zielor-
ten entfalten (Layer, Rothermel et al. 1997; Rothermel, Willbold et al. 1997). Im Anschluss 
sollen zwei dieser neurotrophen Faktoren im Detail vorgestellt werden.  
 
1.3.1 Der basic fibroblast growth factor 
Der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF, FGF-2) gehört zur Zytokinfamilie der Fibroblast 
Growth Factors, die insgesamt mindestens 23 Mitglieder besitzt und ein breites biologisches 
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Wirkungsspektrum haben, das von der Anregung von Proliferation und Differenzierung bis 
hin zu der Regulation von Migrationsprozessen reicht. Das bFGF-Protein selbst wird trotz 
seiner fehlenden Signalsequenz für den klassischen Sekretionsignalweg von den bFGF expri-
mierenden Zellen sezerniert. Im Anschluss daran kommt es zur Bindung an mehr oder weni-
ger affine Rezeptoren, durch die intrazelluläre Signalkaskaden in Gang gesetzt werden. Gene-
rell lassen sich zwei unterschiedliche FGF-Rezeptortypen unterscheiden. Bei den ersten han-
delt es sich um membrangebundene Tyrosinkinasen mit hoher Affinität für FGFs. Von ihnen 
konnten insgesamt vier verschiedene Subtypen identifiziert werden (Lee, Johnson et al. 1989; 
Pasquale and Singer 1989; Pasquale 1990; Dionne, Jaye et al. 1991). Sie werden als FGF-
Rezeptoren 1, 2, 3, und 4 (FGFR1-4) bezeichnet. Bei dem zweiten Typ handelt es sich um 
lösliche oder um auf der Zelloberfläche gebundene Heparin-Sulfat-Proteoglykane. Letztere 
scheinen bFGF sowohl vor dem Abbau durch Proteasen zu schützen, als auch für die Regula-
tion der biologischen Aktivität von bFGF verantwortlich zu sein, indem sie dessen Affinität 
für die FGFRs erhöhen (Chang, Meyer et al. 2000; Pellegrini 2001).  
Im Falle einer Bindung von bFGF an seine Rezeptoren wird eine intrazelluläre Signalkaskade 
ausgelöst, die die bereits geschilderten Einflüsse auf das Schicksal der Zielzelle auszulösen 
vermag.  
Bezüglich der Wirkung von bFGF während der Entwicklung des zentralen Nervensystem 
konnten sowohl Effekte auf Proliferation und Differenzierung neuronaler Vorläuferzellen 
(Vescovi, Reynolds et al. 1993; Kilpatrick and Bartlett 1995), als auch Einflüsse auf Zellproli-
feration und morphologische Zellreifung von Gliazellen nachgewiesen werden (Sensenbren-
ner, Labourdette et al. 1987; Perraud, Labourdette et al. 1988). Für die Retina im speziellen 
sind zahlreiche Wirkungsweisen von bFGF bekannt, die sowohl im Verlauf der Entwicklung 
auch als im Adultstadium zum Tragen kommen. So war bFGF u. a. das erste Zytokin, dem ein 
Einfluss auf die Differenzierung von Photorezeptoren der Ratte nachgewiesen werden konnte 
(Hicks and Courtois 1992). Hinweise für die Rolle von bFGF bei der Entwicklung der Retina 
des Huhns sind die darin nachgewiesene Präsenz des FGF-Rezeptors 1 und 2, sowie den we-
nig affinen FGF-Bindestellen am vierten Tag nach der Befruchtung (Heuer, von Bartheld et 
al. 1990; Ohuchi, Noji et al. 1992; Tcheng, Fuhrmann et al. 1994). bFGF selbst ist ebenfalls 
ab dem Embryonaltag fünf in der Retina selbst und im nahe liegenden Ektoderm nachweisbar 
und akkumuliert dort im weiteren Verlauf der embryonalen Entwicklung zunehmend (Consig-
li, Lyser et al. 1993; Pittack, Grunwald et al. 1997). Zu den postulierten Effekten von bFGF 
bei der Retinogenese gehören die Einflussnahme auf die Proliferation, die Überlebensdauer 
von Zellen (LaVail, Faktorovich et al. 1991; Fontaine, Kinkl et al. 1998; Kinkl, Sahel et al. 
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2001) und die Entwicklung von Vorläuferzellen zu bestimmten Zelltypen (Guillemot and 
Cepko 1992; McFarlane, Zuber et al. 1998; McCabe, Gunther et al. 1999; Patel and McFarla-
ne 2000). Darüber hinaus gilt bFGF als ein Kandidat für den Schutz von Neuronen im Falle 
degenerativer Krankheiten und die mögliche Regeneration der Retina. Letzteres soll durch 
durch die Neubildung von Neuronen herbeigeführt werden, indem postmitotische Müllerzel-
len durch bFGF zum Wiedereintritt in den Zellzyklus  stimuliert werden (Fischer, McGuire et 
al. 2002; Mao, Liu et al. 2006).   
 
1.4 Retinosphäroide als dreidimensionales in vitro-
Modell 
Die Kultivierung von Zellen in vitro bietet nicht nur die Möglichkeit, diese über einen be-
stimmten Zeitraum hinweg unter konstanten Bedingungen kontinuierlich zu beobachten, son-
dern diese auch gezielt zu manipulieren. Dies kann unter anderem durch die Zugabe oder aber 
den Entzug bestimmter Wachstumsfaktoren erfolgen. In zweidimensionalen Kulturen, in de-
nen Zellen als Monolayer wachsen, können so die Einflüsse solcher Wachstumsfaktoren auf 
die Morphologie, das Wachstum, die Überlebensrate und das Expressionsmuster von Zellen 
getestet werden. Durch die Verwendung dreidimensionaler Kulturtechniken, bei der Zellen als 
zusammenhängender Gewebeverband wachsen, kann diese Liste um mögliche Effekte eines 
Wachstumsfaktors auf dessen Strukturierung erweitert werden.  
Neben den Vorteilen der Kultivierung von Zellen in vitro muss jedoch auch bedacht werden, 
dass sich die Zellen nach ihrer Überführung in die Kultur nicht länger in ihrer natürlichen 
zellulären Umgebung (microenvironment) befinden und somit nicht mehr die Stimuli erhal-
ten, denen sie dort normalerweise ausgesetzt sind. Dementsprechend spiegelt das Verhalten 
und die Entwicklung von Zellen in vitro nicht zwangsläufig die in vivo Situation wider. Für in 
vitro kultivierte Retinazellen konnte dieses Problem unter anderem anhand von Müllerzellen 
und Photorezeptoren nachgewiesen werden. Die erstgenannten zeigen im Zuge ihrer Kultivie-
rung als Monolayer innerhalb weniger Tage signifikante Veränderungen ihres Proteinexpres-
sionsmusters (Hauck, Suppmann et al. 2003). Im Hinblick auf Photorezeptoren können sich 
bei der Kultivierung embryonaler Retinazellen als Monolayer bis zu 40% aller Zellen in Stäb-
chen differenzieren, was eine drastische Abweichung gegenüber der in vivo Situation darstellt 
(Adler 1993). Untersuchungen des Verhältnisses von Stäbchen zu r/g-Zapfen haben jedoch 
auch gezeigt, dass dieses Verhältnis in vitro wieder auf das in vivo Niveau angeglichen wer-
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den kann (Rothermel and Layer 2001). Voraussetzung dafür ist die Angleichung des Organi-
sationsgrades der in vitro kultivierten Zellen an das in vivo Niveau.  
Eine Möglichkeit eben diese Angleichung in vitro herbeizuführen, liegt in der Kultivierung 
vereinzelter embryonaler Retinazellen als Rotationskultur. Die Rotation bewirkt eine bestän-
dige horizontale Bewegung der Zellen in der Kulturschale, sowie deren Ansammlung in der 
Mitte der Kulturschale. Aufgrund von Zell-Zell-Erkennungsprozessen und sich anschließen-
den sorting-out Prozessen kommt es daraufhin zur Bildung so genannter Primäraggregate. In 
diesen liegen der Steinberg-Hypothese zufolge die adhäsivsten Zellen im Zentrum (Steinberg 
1970), wobei es sich im Falle von Retinazellen um Photorezeptoren handelt (Ben-Shaul and 
Moscona 1975). Diese lagern sich zu Photorezeptoren-Rosetten zusammen. Dabei handelt es 
sich um eine Hohlkugel, an deren Peripherie sich weitere Zellen anlagern (Ben-Shaul and 
Moscona 1975). Es kommt also zur Ausbildung von multizellulären Reaggregaten, die als 
Rosettensphäroide bezeichnet werden (vgl. Abb. 4 B).  
Werden die Zellen sechs Tage alter Hühnerembryonen als Ausgangsmaterial für eine solche 
Rosettensphäroidkultur verwendet, lassen sich im Anschluss an die Reaggregation Proliferati-
on,  Zellmigration, Differenzierungsprozesse und Apoptose in den Sphäroiden nachweisen. 
Viele dieser Prozesse lassen sich simultan zu deren Auftreten in vitro auch in vivo beobach-
ten. Der Verlauf der Entwicklung in den Sphäroiden und in vivo weist also eine hohe zeitliche 
Übereinstimmung auf (Layer, Rothermel et al. 2001; Layer, Robitzki et al. 2002).  
Die Sphäroide selbst zeichnen sich dadurch aus, dass sie sowohl unorganisierte, als auch or-
ganisierte Bereiche beinhalten (vgl. Abb. 4 A). Diese organisierten Bereiche sind histotypi-
sche Strukturen, welche sich in einer ähnlichen Form auch in der in vivo Retina wieder fin-
den. Zu diesen histotypischen Strukturen zählen IPL-Bereiche, in denen sich in Analogie zu 
der IPL der Retina so gut wie keine Zellkörper befinden (Dreiecke in Abb. 4 A, Detailansicht 
in Abb. 4 D). Von diesen IPL-Bereichen lassen sich in der Regel mehrere innerhalb eines 
Sphäroids nachweisen. Diese sind in frühen Kulturstadien nicht miteinander verbunden und 
werden dementsprechend im Rahmen dieser Arbeit auch als unabhängige IPL-Inseln bezeich-
net. Diese IPL-Bereiche werden von INL-artigen Bereichen begrenzt. Sie bestehen aus mehre-
ren Reihen dicht gepackter Zellen (Abb. 4 A, D und E) der inneren Retina, deren Zellfortsätze 
in die IPL-Bereiche hinein projizieren (vgl. Abb. 4 D, Vimentin-Färbung in rot und Calreti-
nin-Färbung in grün).  
Eine weitere histotypische Struktur in den Sphäroiden sind die bereits genannten Photorezep-
tor-Rosetten (Sterne in Abb. 4 A, Detailansicht in C). Darin sind die Zellkörper dieser Zellen 
in einer einzigen Reihe zu einer Hohlkugel organisiert, in deren flüssigkeitsgefülltes Lumen 
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die apikalen Enden der Stäbchen und Zapfen hineinragen. Im Anschluss an diese Hohlkugel 
bildet sich eine OPL aus.  
Zellen, die in keinem der genannten histotypischen Bereiche organisiert sind, bilden die so 
genannten unorganisierten Bereiche der Sphäroide. Diese zeichnen sich unter anderem durch 
eine geringere Zelldichte als in den INL-artigen Bereichen aus (vgl. Abb. 4 E). In ihnen liegen 
verschiedene Zelltypen ohne erkennbare Organisation verstreut, wobei es sich  bei einem 
Großteil dieser Zellen um Photorezeptoren handelt (Abb. 4 E, Visinin-Färbung in rot).  
 
Abbildung 4: Übersicht über die histotypischen Strukturen von Rosettensphäroiden aus komplett disso-
ziierten Retinae sechs Tage alter Embryonen. (A) SYTOX orange Kernfärbung eines Kryostatschnitts von 
einem sechs Tage alten Rosettensphäroid. (B) Phasenkontrast-Aufnahme sechs Tage alter Sphäroide in Kultur. 
(C) Visinin- (Rot) und SYTOX orange gefärbte (blau) gefärbte Photorezeptoren-Rosette. (D) Vimentin, (rot), 
Calretinin (grün) und SYTOX orange gefärbte (blau) gefärbter IPL-Bereich (E) Detailaufnahme eines unorgani-
sierten Bereiches der Sphäroide der gegen Visinin (rot) und Tenascin (grün) gefärbt wurde und zusätzlich einer 
Kernfärbung mit SYTOX orange (blau) unterzogen wurde. Kleine Sterne markieren Rosetten, große Sterne da-
gegen unorganisierte Bereiche. Dreiecke markieren IPL-Bereiche. Abkürzungen:  CR = Calretinin, SYT = 
SYTOX orange, Ten = Tenascni, Vim = Vimentin, Vis = Visinin,  orange. Balken = 200 µm in (B) bzw. 50µm 
in (A, D) und 15µm in (C, E) 
 
Zum besseren Verständnis dieses Systems muss erwähnt werden, dass es zwischen den Sphä-
roiden aus ein und derselben Präparation nicht nur Unterschiede in der Größe, sondern auch 
in der Anzahl und Größe der IPL-Bereiche und der Rosetten gibt. Darüber hinaus sind sowohl 
Rosetten als auch IPL-Bereiche nicht ausschließlich kreisförmig. Vielmehr sind ihre Formen 
mannigfaltig. Dementsprechend sind anhand der Betrachtung einzelner Sphäroidschnitte kei-
ne gesicherten Aussagen darüber zulässig, inwieweit es sich bei den in diesem Schnitt offen-
11 
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sichtlich voneinander getrennten Strukturen nicht lediglich um eine einzelne Struktur handelt 
(vgl. Abb. 5).  
 
Abbildung 5: Histotypische Strukturen 
in Rosettensphäroiden besitzen keine 
regelmäßigen Formen.Rosettensphäroide 
wurden für acht Tage kultiviert, anschlie-
ßend fixiert und einer Kernfärbung mit 
SYTOX orange unterzogen. Anschließend 
wurden Aufnahmen von whole-mount 
Sphäroiden an einem konfokalen Mikros-
kop  gemacht. Dabei wurde ein Bereich 
von 100µm gescannt, wobei dieser Vor-
gang in der Peripherie der Sphäroide be-
gann und sich von dort aus  nach innen in 
den Sphäroid hinein fortsetzt. Aus dem 
gescannten Bereich wurden insgesamt 
vier Einzelbilder ausgewählt und abgebil-
det. Sterne markieren Rosetten, Dreiecke                





Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, neue Methoden für die Sphäroidtechnologie, in 
deren Rahmen die dissoziierten Retinazellen embryonaler Hühner zu dreidimensionalen 
Reaggregaten herangezogen werden, zu entwickeln. Diese Methoden sollten sowohl neue 
Möglichkeiten für die Kultivierung, als auch für die Analyse von Sphäroiden umfassen.  
Der erste Schwerpunkt dieser Arbeit befasst sich mit der Entwicklung neuer Techniken für 
die Auswertung der Bilder von whole mount Sphäroiden auf der einen, sowie der verschiede-
ner Färbungen an Gefrierschnitten von Sphäroiden auf der anderen Seite. Beides ist für die 
Analyse von Entwicklungsvorgängen, die in den Sphäroiden ablaufen, unverzichtbar. Die 
große Variabilität, welche Rosettensphäroide im Hinblick auf ihre Größe, ihre Form und die 
Anzahl der darin enthaltenen histotypischen Strukturen und Zelltypen aufweisen, führt in die-
ser Hinsicht zu zwei grundlegenden Problemen. Sie erschwert i) nicht nur die Auswertung 
solcher Färbungen, sondern macht ii) im gleichen Moment auch noch die Auswertung einer 
großen Zahl an Sphäroidschnitten zur Voraussetzung für gesicherte Aussagen über die statt-
findende Entwicklung.  
Diese Arbeit verfolgte weiterhin das Ziel, die Auswertung solcher whole-mount-Bilder bzw. 
solcher Färbungen vollständig auf Computer-gestützte Verfahren umzustellen, mit deren Hilfe 
die Analyse großer Datenmengen innerhalb möglichst geringer Zeiträume ermöglicht werden 
sollte. Bei der Auswertung der Bilder von whole-mount-Sphäroiden ging es darum, durch die 
Quantifizierung ihrer Form einen zusätzlichen Parameter zu der bloßen Vermessung ihrer 
Größe zu etablieren, mit deren Hilfe in Zukunft Aussagen über die Entwicklung der Sphäroi-
de getroffen werden können. Analysen von immunhistochemischen Antikörpfärbungen soll-
ten nicht länger auf das, in Rosettensphäroiden stark fehleranfällige, Zählen von Zellzahlen 
beschränkt bleiben. Und nicht zuletzt sollte eine Auswertemethode etabliert werden, mit der 
sich mögliche Unterschiede in der Histologie von Sphäroiden quantifizieren lassen.  
Diese neuen Techniken sollten dazu genutzt werden, um den Einfluss des Wachstumsfaktors 
bFGF auf die Entwicklung von Rosettensphäroiden in einem möglichst breiten Rahmen zu 
untersuchen. Das Ziel dieser Untersuchungen war es, anhand von dreidimensionaler Kultur-
technik, einen näheren Einblick in die Wirkungsweise dieses Zytokins zu gewinnen, welches 
häufig in der Diskussion um neuroprotektive Effekte und Regeneration der Retina durch die 
Aktivierung von Stammzellen als wichtiger Kandidat genannt wird. Um dies zu verwirkli-
chen, sollten sowohl „gain-of-function“-Experimente durch die exogene Zugabe von bFGF in 
das Reaggregationsmedium, sowie „loss-of-function“-Experimenten durch die Komplexie-
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rung von möglicherweise im Medium enthaltenem bFGF mittels Suramin durchgeführt wer-
den.  
Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit befasst sich mit der Etablierung einer alternativen Me-
thode für die Sphäroidherstellung. Die wichtigste Anforderung an diese neue Technik war 
deren Unabhängigkeit von der Rotation, welche bislang stets für die Herbeiführung der 
Reaggregation des kurz vorher dissoziierten Retinagewebes eingesetzt wurde. Durch den Ver-
zicht auf Rotation sollte der Reaggregationsprozess der Retinazellen, sowie die sich anschlie-
ßende Entwicklung einzelner Sphäroide kontinuierlich mikroskopisch kontrollierbar bleiben, 
was bislang aufgrund der ständigen Bewegung der Zellen in dieser Form nicht möglich gewe-
sen ist. Ein weiterer wichtiger Anspruch an diese neue Methode war ein geringer technischer 
Aufwand, der die Durchführung von Versuchen mit Sphäroiden in einer breiten Masse von 
Laboren möglich macht. Um diese Ansprüche zu erfüllen, wurde die Kultivierung von Reti-
nazellen innerhalb von hängenden Tropfen gewählt. Die so gezüchteten Sphäroide sollten im 
Hinblick auf die sich darin vollziehende Entwicklung histotypischer Strukturen mit denen aus 
der Rotationskultur verglichen werden, um so die Tauglichkeit dieses Ansatzes für die Sphä-
roidherstellung zu überprüfen.  
Alternativ zu einer vollständig von Rotation unabhängigen Technik sollten zusätzlich noch 
Sphäroide von der Rotationskultur in eine Standkultur überführt werden. In diesem Fall ging 
es erneut darum, die Auswirkungen eines solchen Wechsels der Kulturbedingungen auf die 
Ausbildung histotypischer Strukturen zu untersuchen. Mit der Etablierung einer solchen Kul-
tivierung von Sphäroiden als Standkulturen wäre eine weitere Möglichkeit zur kontinuierli-
chen mikroskopischen Kontrolle einzelner Sphäroide gegeben. Ein zusätzlicher Vorteil des 
Ausplattierens von Sphäroiden ist es, dass man  die festgewachsenen Reaggregate nun mittels 
invasiver Methoden wie z. B. der Patch-Clamp-Technik untersuchen kann.  
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3. Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Chemikalien 
Chemikalien       Bezugsquelle 
Agar        Applichem, Darmstadt 
Agarose       Roth, Karlsruhe 
APS        Merck, Darmstadt 
Bis-Acrylamid      Roth, Karlsruhe 
BSA        Sigma, Deisenhofen 
Casein       Tropix, USA 
DAPI        Merck, Darmstadt 
DEPC        Sigma, Deisenhofen 
dNTP-Mix       Promega, Mannheim 
EDTA       Merck, Darmstadt 
Eisessig       Merck, Darmstadt 
Ethanol       Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid      Roth, Karlsruhe 
Glycerin       Merck, Darmstadt 
HCl        Merck, Darmstadt 
Hepes        Sigma, Deisenhofen 
Isopropanol       Merck, Darmstadt 
KCl        Merck, Darmstadt 
KH2PO4       Merck, Darmstadt 
Lämmli-Puffer      Bio Rad, München 
ß-Mercaptoethanol     Merck, Darmstadt 
MgCl2       Merck, Darmstadt 
NaAcetat       Merck, Darmstadt 
NaCitrat       Merck, Darmstadt 
NaCl        Merck, Darmstadt 
Na2HPO4       Merck, Darmstadt 
10x Polymerase-Puffer     Promega, Mannheim 
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Saccharose       Roth, Karlsruhe 
SDS        Roth, Karlsruhe 
Suramin      Sigma, Deisenhofen 
SYTOX orange     Invitrogen 
TEMED       Roth, Karlsruhe 
Tris        Merck, Darmstadt 
Triton        Merck, Darmstadt 
 
3.1.2 Aggregationsmedium und –zusätze 
DMEM       Gibco, Eggenstein 
Fetales Kälberserum (FCS)     Gibco, Eggenstein 
Gentamycin       Serva, Heidelberg 
Penicillin/Streptomycin     Gibco, Eggenstein 
L-Glutamin       Seromed, Berlin 
bFGF       Sigma, Deisenhofen 
Insulin       Sigma, Deisenhofen 
 
3.1.2.1 Zusammensetzung der Medien und Pufferlösungen 





0,02 mg/ml Gentamycin 
 




0,02 mg/ml Gentamycin 
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10x PBS       80 g NaCl (1,37 M) 
2g KCL (27 mM) 
11,5 g Na2HPO4 (83 mM) 
2 g KH2PO4 (15 mM) 
ad 1 L H2O dest., pH 6,8 
 
1x PBS       50 ml 10x PBS 
450 ml H2O dest. 
 
PBSTx       50 ml 1x PBS 
50 μl Triton X-100 
 
Blocklösung       0,2 g BSA 
0,1% Triton X-100 
ad 20 ml 1x PBS 
 
25% Saccharose-Lösung     25 g Saccharose 
100 ml 1x PBS 
 
4% Paraformaldehyd     4g PFA 
in 80 ml 1x PBS mit 10M NaOH 
lösen, auf pH 11 bringen, 
mit 37% HCL auf pH 7,3, 
ad 100 ml 1x PBS 
 
50 x TAE-Puffer      242 g Tris 
57 ml Eisessig 
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
ad 1 L H2O dest. 
 
Homogenisationspuffer     1 mM NaHCO3 
0,2 mM MgCl2 x 6 H2O 
0,2 mM CaCl2 x H2O 
1 mM Spermidin 
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AchE       3D10, Karl Tsim 
BrdU        G3B4; DSHB 
Brn3a       Eric Turner, San Diego 
Calretinin      Swant, Bellinzona 
Cern901      Willem DeGrip, Niederlande 
Cern906       Willem DeGrip, Niederlande 
ChAT       Miles L. Epstein, Wisconsin 
GABA       Sigma, Deisenhofen 
Glutaminsynthetase     BD Biosciences, Heidelberg 
Islet1       40.3A4; DSHB 
Islet2       51.4H9; DSHB 
Neurofilament     4H6; DSHB 
Pax6       Pax6; DSHB 
SV2       SV2; DSHB 
Tenascin      M1-B4; DSHB 
Transitin      EAP3; DSHB 
Vimentin      H5; DSHB 
Visinin      7G4; DSHB 
XAP-1       XAP-1(Clone 3D2); DSHB 
 
Sekundärantikörper 
Cy2 donkey-anti-mouse    Dianova, Hamburg 
Cy2 rabbit-anti-mouse    Dianova, Hamburg 
Cy2 goat-anti-rabbit     Dianova, Hamburg 
Cy3 rabbit-anti-mouse    Dianova, Hamburg 
Cy3 donkey-anti-mouse    Dianova, Hamburg 
Cy3 donkey-anti-guinea-pig    Dianova, Hamburg 
Cy5 donkey-anti-mouse     Dianova, Hamburg 
Cy5 goat-anti-mouse      Dianova, Hamburg 
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3.1.4 Enzyme 
Desoxyribonuklease      Worthington Biochemical Corp., 
USA 
Ribonuklease       Promega, Mannheim 
Taq-DNA-Polymerase     New England Biolabs 




GAPDH    Primer sense 5` GGA CAG TTC AAG GGC ACT GT 3` 
Primer antisense 5` CTT CTG TGT GGC TGT GAT GG 3` 
Opsin rot    Primer sense 5` CAG AAG CAG TAG GCC ACG AT 3` 
Primer antisense 5` ATC AAC CAG ATC TCG GGG TA 3` 
Opsin grün    Primer sense 5` CAT GAT GGG CAT AGC TTT CA 3` 
Primer antisense 5` TGG TGA TCA TGC AAT TAC GG 3 
 
3.1.6 Reaktionsansätze 
In-vitro-Transkription     DIG RNA Labeling Kit 
(SP6/T7), Roche, Mannheim 
In-situ-Zelltod-Detektion (Tunel)    In situ cell death detektion kit, 
Boehringer, Mannheim 
Reverse Transkription     ReverseTranscription Systems, 
Promega, Mannheim 
 
3.1.7 Allgemeine Verbrauchsmaterialien 
3 MM Whatman-Papier      Whatman, Maidstone 
Deckgläser        Merck, Darmstadt 
DNA-Molekulargewichtsmarker     Roth, Karlsruhe 
Eppendorf-Reaktionsgefäße 0,2, 0,5, 1,5 und 2 ml   Eppendorf, Hamburg 
Fettstift (PAP-PEN)       SCI, München 
Hybond Nitrocellulosemembran     Amersham, Braunschweig 
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Objektträger 76 x 26 mm (Superfrost)    Merck, Darmstadt 
Polypropylenröhrchen 12 und 50 ml    Greiner, Frickenhausen 
Parafilm        NeoLab, Heidelberg 
Petrischalen (beschichtet, 35mm)                                         Greiner, Frickenhausen 
Zenrifugenröhrchen (15ml)                                                  Greiner, Frickenhausen 
 
3.1.8 Geräte 
Analysenwaage       Sartorius, Göttingen 
Axiophot mit Auflicht-Fluoreszenz     Carl Zeiss, Jena 
Binokular Stemi SV11      Carl Zeiss, Jena 
CO2-Inkubator       Heraeus, Hanau 
Densitometer GS-700      BioRad, München 
Kryostat HM 500OM      Microm, Walldorf 
Magnetrührer        Itec, Staufen 
pH-Meter MP 220       Mettler, Toledo 
Schüttelinkubator       New Brunswick 
Scientific, Nürtingen 
Schütteltisch        GFL, Burgwald 
Schüttler für Rotationskulturen     Eigenbau des MPI für 
Entwicklungsbiologie, 
Tübingen 
SemiDry-Blot Apparatur      Biotec Fischer, Frankfurt 
Spannungsgeräte       Biometra, Göttingen 
Spektralphotometer UV/VIS      Perkin Elmer, Langen 
Sterilbank HLB 2448      Heraeus, Hanau 
Thermocycler MWG,      Ebersberg 
UV-Transluminator       AGS, Heidelberg 
Vakuumkonzentrator       Bachhofer, Reutlingen 
Vortexgeräte        Scientific Industries, USA 
Wasserbad                 Memmert, Schwabach 
Western-Blot-Apparatur      BioRad, München 
Zentrifuge für 
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Eppendorf-Reaktionsgefäße      Hermle, Wehingen 
 
3.1.9 Software 
Diskus Histologie MAN F70B     Büro Hilgers, Königswinter 
Ver.4.30.652-#377 
ImageJ 1.38x 
Multianalyst 2.0       Bio Rad, München 
Microsoft Windows 2003 
 
3.1.10 Versuchstiere 
Als Versuchsobjekte dienen Eier der Haushuhnrasse White Leghorn (Gallus gallus domesti-
cus). Die befruchteten Eier werden über den Geflügelvermehrungsbetrieb LSL-Rhein-Main in 
Dieburg bezogen. 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Lagerung und Bebrütung der Eier  
Es werden befruchtete Eier der Haushuhnrasse White Leghorn verwendet. Bis zur Bebrütung 
werden die Eier bei 14 °C gelagert. Die Bebrütung der Eier erfolgt in einem Brutschrank bei 
einer Temperatur von 37 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 85 %. Während der Bebrütung 
werden die Eier jede dritte Stunde gewendet. Je nach gewünschtem Entwicklungsstadium 
werden die Eier zur Präparation der Augen entnommen. 
 
3.2.2 Präparation embryonaler Augen 
Das befruchtete Hühnerei wird nach der gewünschten Anzahl an Bebrütungstagen aus dem 
Wärmeschrank entnommen. Die Eierschalen werden oberflächlich mit Ethanol desinfiziert. 
Zur Vermeidung von Kontaminationen findet die weitergehende Präparation unter sterilen 
Bedingungen an einer Laminar-Sterilbank statt. Die Eröffnung der Eier erfolgt mit einer abge-
rundeten Pinzette. Anschließend erfolgt die Entnahme des Embryos und dessen Dekapitie-
rung. Zuletzt werden die Augen vom Kopf frei präpariert und direkt in eisgekühltes F12-
Medium überführt. Der Rest des Embryos wird verworfen.  
 
3.2.3 Herstellung von Rosettensphäroiden 
Nach der Isolierung der Augen aus dem Stadium E6 nach H/H, werden sie in F12 auf Eis ge-
sammelt. Die Isolierung der Retinae wird anschließend in Kalzium-freien HBSS unter einem 
Binokular durchgeführt. Dabei werden die Augen mittels einer Mikroschere in einen zentralen 
und einen peripheren Teil getrennt, wobei der Schnitt parallel zur Ora serrata gesetzt wird. 
Der dabei entstehende periphere Pigmentepithelring samt Linse und anhängendem Glaskörper 
wird vom Augenbecher getrennt und verworfen. Die Retina wird vom Pigmentepithel gelöst 
und in F12-Medium auf Eis gesammelt. Nach der Präparation sämtlicher Retinae werden die-
se für 4 min zentrifugiert und anschließend in 2ml Trypsinlösung (1mg/mL in F12) für 10 min 
bei 37°C inkubiert. Der Trypsinverdau wird durch die Zugabe von 6ml Reaggregationsme-
dium gestoppt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt folgen drei weitere Waschschritte 
mit jeweils 8ml F12-Medium, wobei der Überstand nach jedem Zentrifugieren abgezogen und 
verworfen wird. Für die anschließende mechanische Zellvereinzelung wird das Retinaepellet 
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in einer DNase-Lösung für 20-30 Mal in einer rund geschmolzenen Pasteur-Pipette auf und 
abgezogen, bis eine Suspension aus vollständig vereinzelten Zellen vorliegt. Es erfolgt hierbei 
stets eine mikroskopische Kontrolle. Die Zellsuspension wird für weitere 10 min bei 37°C in 
der DNase-Lösung inkubiert, bevor der Verdau durch die Zugabe durch 10ml F12-Medium 
gestoppt wird. Es folgen zwei 10 min dauernde Zentrifugationsschritte, nach denen jeweils 
das Medium verworfen wird und das Pellet in frischem F12-Medium resuspendiert wird. 
Nach dem letzten Waschschritt werden die Retinazellen in einer, der Anzahl der anzusetzen-
den Kulturschalen entsprechenden, Menge an Reaggregationsmedium resuspendiert, wobei 
jeweils 100µl Zellsuspension in die bereits 1900µl Reaggregationsmedium enthaltenden 
Schalen gegeben werden.  
 
3.2.3.1 Ansetzen der Rosettensphäroidkulturen  
In die Kulturschalen mit einem Durchmesser von 35 mm werden jeweils 1900 μl Reaggrega-
tionsmedium vorgelegt. Für die Behandlung von Sphäroiden mit Wachstumsfaktoren bzw. 
chemischen Agenzien werden die einzelnen Faktoren in unterschiedlichen Konzentrationen 
(siehe Tabelle 1) in das vorgelegte Medium gegeben. Die Kontrollkulturen enthalten aus-
schließlich das Reaggregationsmedium. 
 
bFGF 1; 10; 25; 50; 75 ng/ml  
Insulin 15; 30; 60 µg/ml 
Suramin 50; 100; 150; 200 µg/ml 
bFGF + Insulin 25 ng/ml + 30 µg/ml 
bFGF + Suramin 25 ng/ml + 100 µg/ml 
Tabelle 1: Eingesetzte Konzentrationen der verwendeten Wachstumsfaktoren und chemischen Agenzien. 
 
Pro Kulturschale wird die Retinamenge von 2 Augen ausgesät werden. D.h. 100 μl der Zell-
suspension wird in die vorbereiteten Kulturschalen gegeben. Die angesetzten Kulturen wer-
den in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2-Atmosphäre bebrütet und dabei auf einem 
Rotationsschüttler mit 75 U/min horizontal geschwenkt. Das Reaggregationsmedium wird 
jeden zweiten Tag gewechselt, wobei zu den behandelten Rosettensphäroiden der entspre-
chende Wachstumsfaktor bei jedem Mediumwechsel erneut zugegeben wird. 
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3.2.3.2 Kultivierung von Rosettensphäroiden in Minimalmedium 
Für die Kultivierung von Rosettensphäroiden mit Minimalmedium erfolgen die Präparation 
und das Ansetzen von Rosettensphäroidkulturen wie unter den Gliederungspunkten 3.2 – 
3.2.3.1 beschrieben. Nach dem zweiten Kulturtag wird ein normaler Medienwechsel durchge-
führt. Am vierten Kulturtag wird das bis dahin verwandte Vollmedium abgezogen und durch 
frisches Minimalmedium ersetzt. Die Kultivierung erfolgt daraufhin bis zum zehnten Kultur-
tag, wobei jeden zweiten Tag frisches Minimalmedium zu den Sphäroiden gegeben wird.  
 
3.2.3.3 Herstellung von Rosettensphäroidkultur aus ausschließlich periphe-
ren bzw. zentralen Retinazellen 
Für die getrennte Präparation zentraler und peripherer Retina erfolgt die Eröffnung, der wie 
unter Gliederungspunkt 3.2.2 beschrieben, präparierten Augen auf deren Rückseite. Dafür 
wird mittels Mikroschere ein rundes Loch in die der Linse abgewandten Seite geschnitten und 
das so entstandene Gewebestück vom restlichen Auge entfernt. Die dem entnommenen Ge-
webestück anliegende Retina wird in F12-Medium auf Eis gesammelt. Durch die, sich auf der 
Rückseite des Auges befindende, Öffnung wird nun der Glaskörper entfernt und anschließend 
die sich noch im Auge befindliche Retina isoliert. Dabei werden jedoch nicht die periphersten 
Retinabereiche gesammelt. Diese Teile werden, wie auch bei der herkömmlichen Präparation 
von Rosettensphäroiden, verworfen. Die restliche Retinaperipherie wird von den zentralen 
Retinazellen getrennt in F12-Medium gesammelt. Im Anschluss an die Präparation werden 
beide Gewebeproben gemäß dem unter Gliederungspunkt 3.2.3 beschriebenen Protokoll zur 
Sphäroidherstellung behandelt. Vor der Aussaat der Zellen in die Kulturschalen erfolgt die 
Bestimmung der Zellzahlen in beiden Zellsuspensionen mit Hilfe einer Neubauer-Kammer. 
Für Sphäroide aus den Zellen zentraler bzw. peripherer Retina wurden jeweils 5 x 106  Zellen 
in die Kulturschalen eingesät und diese wie unter Gliederungspunkt 3.2.3.1 beschrieben bis zu 
ihrer Fixierung kultiviert.  
 
3.2.3.4 Herstellung von Rosettensphäroiden in hängenden Tropfen 
Für die Generierung von Rosettensphäroiden in hängenden Tropfen erfolgt die Präparation 
von Retinae 6 Tage alter Embryonen und deren anschließende Vereinzelung wie unter den 
Gliederungspunkten 3.2.2 – 3.2.3 beschrieben. Nach dem letzten Waschschritt werden die 
vereinzelten Zellen in Reaggregationsmedium aufgenommen und eine Zellzahlbestimmung 
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mittels einer Neubauer-Kammer durchgeführt. Im Anschluss daran wird eine Zellsuspension 
mit definierter Zellzahl hergestellt. Für die Versuche mit unterschiedlichen Zellzahlen pro 
Tropfen werden durch Verdünnungsreihen mit Reaggregationsmedium Supensionen mit un-
terschiedlichen Zellkonzentrationen hergestellt (siehe Tabelle 2). Anschließend werden je-
weils 20µl Tropfen der entsprechenden Zellsuspension in den verkehrt herum liegenden De-
ckel einer 7,5cm Kulturschale pipettiert. Die Kulturschale selbst wird mit 10ml sterilem PBS 
gefüllt. Zuletzt wird der Deckel der Schale vorsichtig um 180° gedreht und auf die Schale 
transferiert. Die Inkubation der im Tropfen hängenden Zellen erfolgt bei 37°C und 5% CO2 
CO2-Atmosphäre bis zum Tag der Fixierung.  
  
Zellzahl/ml in Suspension Zellzahl im Tropfen 
2 x 106 50 000 
1 x 106 25 000 
6 x 105 12 000 
2,5 x 105 10 000 
Tabelle 2: Zellkonzentrationen der für die Herstellung von Rosettensphäroiden in hängenden Tropfen 
hergestellten Zellsuspensionen 
 
3.2.3.5 Ausplattierung von Rosettensphäroiden 
Um zu untersuchen, wie sich die normalerweise unter beständiger Rotation kultivierten Roset-
tensphäroide nach der Überführung in eine Standkultur verhalten, werden zunächst wie unter 
Gliederungspunkt 3.2.3 – 3.2.3.1 beschrieben Rosettensphäroide hergestellt. Diese werden 
nach unterschiedlich langer Vorkultivierung auf einem Rotationsschüttler aus ihren Kultur-
schalen entnommen und in 1 ml frischem Reaggregationsmedium in die Kavitäten einer 24 
Lochplatte überführt. Für die sich an jedem weiteren Kulturtag anschließende fotografische 
Dokumentation der Sphäroide wird zunächst das Medium entfernt, die Lochplatte mit Para-
film versiegelt und die Aufnahmen an einem Zeiss Axiophot erstellt. Anschließend erhalten 
die Sphäroide erneut 1 ml Reaggregationsmedium.  
 
3.2.4 Fixierung und Herstellung von Gefrierschnitten 
3.2.4.1 Fixierung von embryonalen Augen für Gefrierschnitte 
Die wie unter Gliederungspunkt 3.2.2 isolierten und in einem 15ml Falcon-Röhrchen lagern-
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den Augen werden nach  2maligem Waschen in PBS 1,5 Stunden bei 4°C in 4%igem Para-
formaldehyd fixiert. Im Anschluss daran werden die Augen dreimal mit 1 x PBS gewaschen 
und zuletzt in 25%ige Saccharose-Lösung überführt und bei 4°C gelagert. Die Lagerung er-
folgt so lange, bis die Augen auf den Grund des Falcon-Röhrchens abgesunken sind.  
 
3.2.4.2 Ernten und Fixieren von Rosettensphäroiden für Gefrierschnitte 
Die in Gliederungspunkt 3.2.3 hergestellten Rosettensphäroide werden zu den jeweiligen Kul-
turtagen in Eppendorf-Reaktionsgefäße gesammelt und mit 1 x PBS zweimal für 10 min ge-
waschen. Die Fixierung der Rosettensphäroide erfolgt für eine Stunde in 4 %igen Paraformal-
dehyd bei 4°C. Darauf folgend werden die Rosettensphäroide dreimal mit 1 x PBS gewa-
schen. Die gewaschenen Rosettensphäroide werden in 25 %iger Saccharose-Lösung aufge-
nommen und bei 4°C gelagert, bis sämtliche Flüssigkeit aus den Rosettensphäroiden ausgetre-
ten ist und die Rosettensphäroide auf den Boden der Reaktionsgefäße gesunken sind. Das 
gleiche Protokoll wird für die Fixierung von Sphäroiden aus hängenden Tropfen angewandt. 
Sphäroide die nach anfänglicher Kultivierung unter Rotationsbedingungen in Lochplatten 
ausplattiert wurden, werden für 1,5 Stunden bei 4°C mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert und 
nach dem Auswaschen aller PFA-Reste bis zu ihrer Färbung bei 4°C in PBS gelagert.  
 
3.2.4.3 Herstellung von Horizontalschnitten embryonaler Retinae  
In die, wie unter Gliederungspunkt 3.2.4.1 beschrieben, behandelten embryonalen Augen 
wird zunächst mittels einer Spritze so lange 25%ige Saccharose-Lösung injiziert, bis diese 
prall mit der Flüssigkeit angefüllt sind. Anschließend werden sie mit der Hilfe von 2 Pinzetten 
so lange aufrecht auf dem Objekttisch fixiert, bis sie festgefroren sind. Daraufhin wird mit 
einer Eppendorf-Pipette so lange Saccharose-Lösung auf das Auge getropft, bis es vollständig 
davon bedeckt ist. Über die Trimmfunktion des Kryostats wird dann das Auge so lange ge-
schnitten, bis die Linse in den Schnitten sichtbar wird. Nun werden 10-14µm dicke Schnitte 
angefertigt, die auf gelatinierte Objektträger überführt werden und bis zur weiteren Verwen-
dung bei -20°C gelagert werden.   
 
3.2.4.4 Herstellung von Gefrierschnitten von Rosettensphäroiden 
Sobald die in Gliederungspunkt 3.2.4.2 fixierten Rosettensphäroide in den Reaktionsgefäßen 
abgesunken sind, können von ihnen Gefrierschnitte angefertigt werden. Dazu wird zunächst 
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ein Tropfen der Saccharose-Lösung auf den Objekttisch des Kryostaten aufgefroren. Der obe-
re Bereich dieses Tropfens wird anschließend über die Trimmfunktion des Kryostaten abge-
schnitten, wodurch eine gerade Fläche entsteht. Auf eben diese Fläche werden nun die Roset-
tensphäroide mittels einer 100µl  Eppendorf-Pipette aufgebracht. Dafür wird die Spitze des 
Pipettenaufsatzes vorher mit einer Rasierklinge entfernt. Das anschließende Schneiden erfolgt 
bei einer Objekttemperatur zwischen -25 bis -29°C. Die Dicke der Schnitte beträgt zwischen 
10-14µm. Sie werden auf mit Gelatine beschichtete Objektträger aufgenommen und bei – 
20°C bzw. – 80°C aufbewahrt. 
 
3.2.5 Herstellung von Homogenaten 
Für die Herstellung von Gewebehomogenaten werden Sphäroide des jeweiligen Kulturtages 
geerntet und 2 x 5 min mit 1x PBS gewaschen. Zu den gewaschenen Sphäroiden wird Homo-
genisationspuffer zugegeben und für 30 sec mit der Ultraschall-Sonde homogenisiert. Darauf-
hin folgt ein Zentrifugationsschritt für 10 min bei 12 000 rpm. Der Überstand wird abgezogen 
und für die spätere Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
3.2.6 Ernten von Rosettensphäroiden für RNA-Isolierung 
Für die Gewinnung von Gesamt-RNA werden die Rosettensphäroide zu den jeweiligen Kul-
turtagen in Eppendorf-Reaktionsgefäßen gesammelt. Die Rosettensphäroide werden zweimal 
mit DEPC-behandelten PBS bei 4°C gewaschen. Das PBS wird restlos abgesaugt und die Ro-
settensphäroide werden bei – 80°C gelagert. 
 
3.2.7 Immunhistochemische Färbungen  
Bei der hier verwendeten indirekten Methode der Immunfluoreszenz werden verschiedene 
Erstantikörper verwendet, mit deren Hilfe die Möglichkeit besteht, in den Gewebeschnitten 
bestimmte Proteine und ihre Verteilung zu lokalisieren und zu identifizieren. Grundlage hier-
für ist die Erkennung von Antigenen durch einen spezifischen Antikörper. Der mikroskopi-
sche Nachweis erfolgt über einen  Zweitantikörper, welcher an den Erstantikörper bindet und 
mit einem Fluoreszenzfarbstoff als Reportersubstrat konjugiert ist. Die Tatsache, dass mehre-
re Zweitantikörper an einen einzelnen Erstantikörper binden, führt zu einer Verstärkung des 
Reportersignals.  












Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Antikörperfärbung. Der spezifische Primärantikörper bindet 
an das Antigen der Zielzelle. Mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierte Sekundärantikörper binden an den 
spezifischen Primärantikörper. 
 
3.2.7.1 Immunhistochemische Einfachfärbungen 
Für Antikörperfärbungen können sowohl mono-, als auch polyklonale Antikörper verwendet 
werden. Der Unterschiede dieser beiden Gruppen liegt in ihrer Herstellung. Die monoklona-
len Antikörper werden nur von einem einzigen B-Zellklon gebildet. Diese Zelle sekretiert nur 
eine einzige Art von Antikörper. Er weist die gleiche Antigenbindungsstelle auf und erkennt 
daher nur ein einziges Epitop eines Proteins.  
Polyklonale Antikörper hingegen enthalten immer eine Mischung aus verschiedenen Antikör-
pern, d.h. sie werden von verschiedenen B-Zellklonen gebildet. Diese Antikörper entstehen 
durch die Verabreichung eines Antigens an ein Versuchstier (z.B. Kaninchen, Schafe, Ziegen, 
Esel). Das aus dem Blut dieser Tiere gewonnene Antiserum enthält eine Mischung von Anti-
körpermolekülen, die sich in ihrer Eigenschaften, wie z.B. Affinität der Bindung, Spezifität 
der Antigenerkennung und erkannte Epitope unterscheiden. 
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Für Färbungen mit nur einem Primärantikörper wird folgendes Protokoll angewandt: Die sich 
auf Objektträgern befindenden Schnitte werden zunächst auf einer Heizplatte bei 37°C ge-
trocknet und anschließend mit einem Fettstift umrandet, damit keine Flüssigkeiten von dem 
Objektträger abfließen können. Daraufhin werden 100µl Antikörperlösung mit den entspre-
chenden Antiserum-Konzentrationen (siehe Tabelle 3) auf die Schnitte gegeben. Die Dauer 
der Inkubation richtet sich nach dem verwendeten Primärantikörper (siehe Tabelle 2) und 
liegt zwischen einer und 16 Stunden. Um unspezifische Bindungsstellen zu minimieren und 
so die Hintergrundfluoreszenz der Färbungen zu minimieren, sind sowohl die Primär- als 
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auch die Sekundärantikörperlösungen mit 3% BSA versetzt. Am Ende der Inkubationszeit 
erfolgen drei 10 min dauernde Waschschritte mit 1 x PBS. Daraufhin folgt die Inkubation mit 
dem Sekundärantikörper. Welcher Sekundärantikörper dafür verwendet wird ist abhängig von 
dem verwandten Primärantikörper (siehe Tabelle 4). Die Inkubation erfolgt im Dunklen um 
ein Ausbleichen des konjugierten Fluoreszenzfarbstoffs zu verhindern. Sie dauert 1 Stunde. 
Es folgen zwei weitere Waschschritte mit 1 x PBS für jeweils 10 min.  
Doppelfärbungen bei denen ein mono- und ein polyklonaler Antikörper zum Einsatz kommen 
werden nach dem gleichen Protokoll durchgeführt, wobei die beiden Primärantikörper in der 
für sie spezifischen Verdünnung gleichzeitig auf den Schnitt gegeben werden. Die Inkubation 
erfolgt in diesem Fall stets über Nacht bei 4°C. 
Bei Doppelfärbungen in denen 2 mono- oder 2 polyklonale Antikörper verwendet werden, 
erfolgt zuerst die Inkubation mit lediglich einem primären Antikörper, auf die dessen Detekti-
on mit einem Cy2-gekoppelten sekundären Antikörper folgt. Im Anschluss wird der zweite 
primäre Antikörper auf den Schnitt gegeben und danach mit einem Cy5-gekoppelten Sekun-
därantikörper detektiert. Bei dieser Form der Färbung wird stets der primäre Antikörper, wel-
cher das schwächere Signal liefert, zuerst gefärbt.  
Färbungen die an ausplattierten Sphäroiden durchgeführt werden, erfolgen stets über Nacht 
bei 4°C direkt in der 24 Lochplatte. Die Inkubation mit dem sekundären Antikörper erfolgt 
für 90 min bei RT. Ansonsten gibt es keine Abweichungen des Färbeprotokolls gegenüber der 












3D10 AChE MK Maus unverdünnt ÜN 4°C Cy3 d α m 
BrdU BrdU MK Maus 1:500 ÜN 4°C Cy2 d α m 
BrdU BrdU MK Ratte 1:200 ÜN 4°C Cy3 d α rt 
Brn3a Brn3a MK Meerschweinchen 1:1000 ÜN 4°C Cy3 d α gp 
Calretinin Calretinin PK Kaninchen 1:1500 ÜN 4°C Cy2 g α rb 
Cern901 Rhodopsin PK Kaninchen 1:1500 70 min RT Cy2 g α rb 
Cern906 r/g-Opsin PK Kaninchen 1:2000 70 min RT Cy2 g α rb 
ChAT ChAT PK Kaninchen 1:1500 180 min RT Cy2 g α rb 
GABA GABA MK Maus 1:200 70 min RT Cy3 d α m 
Glutamin- 
synthetase 
GS MK Maus 1:200 ÜN 4°C Cy2 d α m 
Islet1 Islet1 MK Maus 1:100 ÜN 4°C Cy2 rb α m 
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Islet2 Islet2 MK Maus 1:100 ÜN 4°C Cy2 rb  α m 






MK Maus 1:250 ÜN 4°C Cy2 rb  α m 




MK Maus 1:250 ÜN 4°C Cy2 d α m 
Tenascin Tenascin MK Maus 1:250 ÜN 4°C Cy2 d α m 
Transitin Transitin MK Maus 1:500 ÜN 4°C Cy2 d α m 
Vimentin Vimentin MK Maus 1:500 ÜN 4°C Cy2 d α m 
Visinin Visinin MK Maus 1:500 70 min RT Cy2 d α m 
XAP-1 XAP-1 MK Maus 1:250 70 min RT Cy2 d α m 
Tabelle 3: Eingesetzte Erstantikörper mit verwendeten Verdünnungen und Inkubationszeiten. Abkürzun-
gen: MK = Monoklonal, PK = Polyklonal, RT = Raumtemperatur, ÜN = über Nacht. 
 
 
Antikörper Herkunft Verdünnung Inkubationsdauer 
Cy2  
donkey-anti-mouse 
Esel 1:200 70 min RT 
Cy2  
rabbit-anti-mouse 
Kaninchen 1:200 70 min RT 
Cy2  
goat-anti-rabbit  
Ziege 1:200 70 min RT 
Cy3  
rabbit-anti-mouse 
Kaninchen 1:200 70 min RT 
Cy3  
donkey-anti-mouse 




Esel 1:200 70 min RT 
Cy5  
donkey-anti-mouse 
Esel 1:150 70 min RT 
Cy5  
goat-anti-mouse 
Ziege 1:150 70 min RT 
Tabelle 4: Eingesetzte Zweitantikörper mit verwendeten Verdünnungen und Inkubationszeiten. Abkür-
zungen: RT = Raumtemperatur. 
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3.2.8 Zellkernfärbungen 
Im Rahmen dieser Arbeit werden zwei unterschiedliche Kernfarbstoffe verwendet, die im 
Anschluss an die immunhistochemischen Färbungen auf die Gefrierschnitte der Rosettensphä-
roide gegeben wurden. Die Entscheidung darüber, welcher dieser Farbstoffe benutzt wird, 
hängt von der Wahl des Mikroskops ab, das für die Auswertung der Färbungen verwendet 
wird. Im Falle einer Auswertung der Färbungen mit dem konfokalen Mikroskop wird SYTOX 
orange verwendet. Dafür erfolgte die Inkubation der OTs bei RT über 3 min mit 100µl einer 
30µM SYTOX orange Lösung in 1 x PBS. Erfolgt die Auswertung der Färbungen dagegen an 
einem erkömmlichen Axiophot, werdem die Zellkerne mit DAPI (4`,6-Diamidin-2-
phenylindol-dihydrochlorid) gefärbt. Dafür werden die OTs für 3 Minuten mit 100µl einer 0,1 
µg/ml DAPI-Lösung überschichtet. Um die Färbung abzuschließen, folgt ein letzter Wasch-
schritt mit 1 x PBS. Dann wird der Objektträger kurz in Aqua bidest. geschwenkt, wodurch 
das restliche PBS entfernt und somit eine Salzbildung beim Trocknen verhindert wird. Nach 
dem Trocknen auf der Wärmeplatte werden die Objektträger mit Kaisers Glyceringelantine 
und Deckgläsern eingedeckt. Die Schnitte können nach dem Trocknen der Gelatine ausgewer-
tet werden. Für den Fall, dass ungeschnittene whole mount Sphäroide einer Kernfärbung un-
terzogen werden, erfolgt die Inkubation mit einer 30µM SYTOX orange Lösung für 10 Minu-
ten bei RT. 
3.2.9 Proliferationsnachweis mittels BrdU-Inkorporationsstudien 
BrdU oder Bromodeoxyuridin ist ein synthetisches Thyminanaloga, welches bei Zugabe in 
das Kulturmedium von proliferierenden Zellen während der DNA-Synthese anstelle von 
Thymin in den neu synthetsierten DNA-Strang eingebaut wird. Nach der Fixierung können 
diese Zellen anhand eines Antikörpers gegen BrdU gezielt angefärbt werden und somit Aus-
sagen über die Proliferationsraten der kultivierten Zellen getroffen werden. Für diese Art von 
Proliferationsstudien werden 25µM BrdU an den zu untersuchenden Kulturtagen in das 
Reaggregationsmedium gegeben. Nach 16 Stunden werden die Rosettensphäroide nach den 
mit beschriebenen Methoden fixiert (Gliederungspunkt 3.2.4.2), geschnitten und gelagert 
(Gliederungspunkt 3.2.4.4). Für Antikörperfärbungen gegen BrdU werden die Schnitte bei 
37°C getrocknet, mit einem Fettstift umrandet und anschließend für 10 min mit 4 N HCL in-
kubiert. Es folgen drei 10 min dauernde Waschschritte mit 1 x PBS. Es folgt die Antikörper-
färbung nach dem bereits unter Gliederungspunkt 3.2.7.1 beschriebenen Protokoll. Im Falle 
einer Doppelfärbung mit dem BrdU- und einem weiteren monoklonalen Antikörper erfolgt 
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die Inkubation der Schnitte mit den beiden Erstantikörpern hintereinander. Dafür wird zuerst 
die oben beschriebene Salzsäure-Behandlung durchgeführt. Im Anschluss erfolgt die Färbung 
mit dem BrdU-Antikörper und dessen Detektion. Es folgen die zweite Färbung mit einem 
weiteren monoklonalen Antikörper nach dem unter Gliederungspunkt 3.2.7.1 beschriebenen 
Protokoll.   
3.2.10 Zelltod-Detektion mit Hilfe des TUNEL-Assays 
Für die Zelltod-Detektion wird der In Situ Death Detection Kit von Roche verwendet. Mit 
Hilfe der TUNEL-Reaktion lassen sich DNA-Strangbrüche während der Apoptose markieren. 
Hierzu werden Kryostatschnitte in einer Permeabilisierungslösung für 2min auf Eis inkubiert 
und anschließend mit PBS gewaschen. Die Schnitte werden mit 50 μl terminaler Desoxynuk-
leotidyl-Transferase (TUNEL-Reaktionsmixtur) in 450 μl Markierungslösung (Nukleotod-
Mischung) inkubiert. Dieser Schritt findet in einer Feuchtkammer bei 37°C für 60 min im 
Dunklen statt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS kann zusätzlich eine, wie unter Gliede-
rungspunkt 3.2.7.1 beschriebene,  Antikörperfärbung durchgeführt werden. Zuletzt erfolgt 
eine Zellkernfärbung mit SYTOX orange (vgl. Gliederungspunkt 3.2.8), bevor die Schnitte 
mit Kaiser`s Glyceringelatine eingedeckt werden und im Dunkel aufbewahrt werden.  
 
3.2.11 Statistische Analyse der Antikörperfärbungen mit ImageJ 
Antikörperfärbungen gegen bestimmte Proteine an den Gefrierschnitten von Rosettensphäroi-
den werden sowohl für die Analyse der darin enthaltenen Strukturen, als auch für qualitative 
und quantitative Analyse bestimmter Zelltypen in den Sphäroiden genutzt. Quantitative Ana-
lysen in Form einer Zellzahl-Bestimmung des zu untersuchenden Zelltyps und die anschlie-
ßende Bestimmung des Verhältnisses zu den restlichen Zelltypen anhand der Auszählung al-
ler Zellkerne sind bei Rosettensphäroiden nur im Falle bestimmter Zelltypen möglich. Für 
diese Arbeit wurden 2 neue Methoden entwickelt, mit denen sowohl der Anteil des Fluores-
zenzsignals an der Fläche des Sphäroidschnitts, als auch dessen Verteilung in selbigem ermit-
telt werden kann.  
 
3.2.11.1 Bestimmung des Anteils von Fluoreszenzsignalen an der Fläche von 
Sphäroidschnitten 
Die Bestimmung des Anteils von Fluoreszenzsignalen an der Fläche von Sphäroidschnitten 
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dient dazu, Aussagen darüber zu treffen, ob ein bestimmtes durch einen Antikörper erzeugtes 
Signal während der Entwicklung stärker oder schwächer wird. Damit sollen Rückschlüsse auf 
die Entwicklung bestimmter Zelltypen in den Sphäroiden ermöglicht werden. Dafür werden 
am CLSM Bilder von den, wie unter Gliederungspunkt 3.2.7.1 beschrieben, hergestellten An-
tikörperfärbungen von Rosettensphäroidschnitten aufgenommen. Von jedem auszuwertenden 
Kulturstadium eines Experiments werden dabei Bilder von mehreren Schnitten angefertigt. 
Alle Aufnahmen werden mit den gleichen Gain-, Offset- und Pinhole-Einstellungen gemacht. 
Zusätzlich zu den Bildern der Antikörperfärbungen werden stets Bilder von den Zellkernfär-
bungen der Schnitte erstellt. Letztere werden dafür verwendet, um die Konturen des Sphä-
roids sichtbar zu machen. Die weitere Auswertung der so erzeugten Bilder erfolgt mit ImageJ.  
Wie in Abb. 7 A dargestellt werden sie dafür mit der „Freehand Selection“-Funktion umran-
det und die so generierte „Region of Interest“ (ROI) im ROI-Manager gespeichert. Für die 
Bilder der Antikörperfärbungen wird nun ein für alle Bilder gültiger Schwellenwert (Thres-
hold) gewählt und mit der „Apply“-Funktion auf alle Bilder übertragen, wodurch ein binäres 
Bild entsteht. Sämtliche Pixel deren Intensitätswert dem des Schwellenwerts entsprechen 
bzw. darüber liegen sind nun in weiß dargestellt, während die unter diesem Wert liegenden 
Pixel schwarz erscheinen. Für jeden Sphäroidschnitt wird nun die vorher für ihn festgelegt 
ROI aufgerufen (vgl. Abb 7 B), und mittels der „Measure“ Funktion der „Area Fraction“-
Wert bestimmt. Dieser Wert zeigt den Anteil von signalhaltigen Pixeln an allen vorhandenen 
Pixeln innerhalb der ROI an. Für die Darstellung der Ergebnisse werden die Mittelwerte der 
so gemessenen Daten sowie der dazugehörige Standardfehler ermittelt.  
Für den Fall, dass das Signal der Antikörperfärbung innerhalb des Zellkerns lokalisiert ist 
(Pax6-Färbungen), werden sowohl der Anteil des SYTOX-Signals, als auch das der Antikör-
perfärbung bestimmt und der SYTOX-Signalanteil als Korrekturfaktor verwendet.  
 
 
Abbildung 7: Bestimmung des Anteils von Fluoreszenzsignalen an der Fläche von Sphäroidschnitten 
Für die Analyse des Anteils von Fluoreszenzsignalen an der Fläche von Sphäroidschnitten wird die Kontur eines 
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Schnitts anhand der angefertigten Kernfärbung in ImageJ erfasst und als ROI gespeichert (weiße Linie in A). 
Nachdem für die dazugehörige Antikörperfärbung ein Schwellenwert gesetzt und diese somit in ein binäres Bild 
umgewandelt wurde, kann nun die vorher festgelegte ROI in dem Binärbild aufgerufen werden (weiße Linie in 
B). Es folgt die Berechnung des Anteils der Signal-positiven Pixel an der Gesamtzahl der Pixel innerhalb der 
ROI mit der Hilfe der Software.  
 
3.2.11.2 Kolokalisationsanalysen zur Bestimmung von Proliferationsraten in 
Rosettensphäroiden 
Um die Proliferationsraten in einer Sphäroidprobe zu bestimmen und mit anderen Proben ver-
gleichen zu können, werden wie unter Gliederungspunkt 3.2.9 beschrieben, Antikörperfär-
bungen gegen BrdU angefertigt. Die Aufnahmen am CLSM werden entsprechend dem unter 
Gliederungspunkt 3.2.11.2 ersichtlichen Protokoll durchgeführt und anschließend der Umriss 
jedes einzelnen Schnitts mit Hilfe der Kernfärbung als ROI gespeichert. Nun wird für alle 
auszuwertenden Bilder ein allgemein gültiger Threshold für die Kern- und für die Antikörper-
färbung ausgewählt. Es erfolgt die Berechnung des „Manders` Overlap Coefficient“ (MOC) 
mit Hilfe des „Intensity Correlation Analysis“-Plugins von ImageJ. Dabei wird die BrdU Fär-
bung als 1. Kanal, die SYTOX orange Färbung dagegen als 2. Kanal festgelegt. Durch das 
Einfügen der jeweiligen ROI in die entsprechende SYTOX Färbung und die Aktivierung der 
„Use ROI“ Funktion wird die Analyse auf den auszuwertenden Sphäroidschnitt beschränkt. 
Für die Darstellung der Ergebnisse werden die Mittelwerte für den MOC des zweiten Kanal 
sowie der dazugehörige Standardfehler ermittelt. Diese Werte stellen also den Grad der Kolo-
kalisation aller im Schnitt enthaltenen SYTOX-Signale mit den vorhandenen BrdU-Signalen 
dar.       
 
 Material und Methoden 
35 
 
3.2.11.3 Bestimmung der Verteilung von Fluoreszenzsignalen in immunhisto-
chemisch gefärbten Gefrierschnitten von Rosettensphäroiden 
Für die Analyse der Verteilung von Fluoreszenzsignalen in den Schnitten von Rosettensphä-
roiden wurde im Rahmen dieser Arbeit ein eigenes Makro für ImageJ erstellt. Dieses erlaubt 
die Auswertung und einen anschließenden Vergleich der Antikörperfärbungen von Sphäroid-
schnitten, die wie bereits unter Gliederungspunkt 3.2.11.1 dargestellt, am CLSM aufgenom-
men wurden. Für die weitere Bildbearbeitung erfolgen die gleichen Arbeitsschritte in ImageJ, 
wie sie ebenfalls unter Gliederungspunkt 3.2.11.1 für die Bestimmung des Anteils von Fluo-
reszenzsignalen an der Fläche von Sphäroidschnitten beschrieben wurden. Nach dem Aufru-
fen der für jeden Sphäroidschnitt festgelegten ROI in dem binären Bild der Antikörperfär-
bung, wird nun das Makro gestartet. Es basiert auf der der computergestützen Verkleinerung 
der Fläche, welche von der ROI eingeschlossen ist, um einen wählbaren Prozentsatz. Diese 
Einteilung des Sphäroidschnitts in beliebige prozentuale Abschnitte basiert auf der kontrol-
lierten Verschiebung jedes einzelnen Pixels der ROI zu deren Mittelpunkt hin.  
So entstehen im Fall einer fortlaufenden 1%igen Verkleinerung insgesamt 100 weitere ROIs, 
die, den Linien auf einer Zielscheibe entsprechend, über den gesamten Sphäroid verteilt 
sind.  Eine Verkleinerung um 25% bringt dagegen nur 4 neue ROIs hervor.  
Das Programm verwendet die auf diese Weise generierten ROIs als Grenzen. Es misst den 
Anteil der Signal-positiven Pixel an allen zwischen diesen Grenzen liegenden Pixeln und trägt 
den gemessenen Wert, seiner Position in dem Sphäroidschnitt entsprechend, in ein zweidi-
mensionales Diagramm auf (vgl. Abb 8). Dabei entspricht das Zentrum der ROI dem Null-
wert, die zuerst - mit Hilfe des Kernbilds -  generierte ROI  dagegen dem Wert 100 auf der X-
Achse. Eine komplette Bedeckung der Fläche zwischen den generierten ROIs mit Signal wird 
auf der Y-Achse als Wert von 100, kein Signal dagegen als ein Wert von Null dargestellt. Für 
die Darstellung der Ergebnisse werden von allen ausgewerteten Sphäroidschnitten der Mit-
telwert, sowie der Standardfehler ermittelt.  
In den Fällen, in denen ein detailliertes Abscannen der Sphäroidschnitte in 100 Einzelschrit-
ten nicht erforderlich ist, erfolgt die Reduktion des ROI-Umfanges in lediglich vier Schritten 
um jeweils 25%. Der Platzierung in dem Sphäroidschnitt entsprechend werden diese vier Sek-
toren als inneres (1-25) und äußeres (26-50) Zentrum bzw. innere (51-75) und äußere Periphe-
rie (76-100) bezeichnet.  
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Abbildung 8: Analyse der Verteilung von Fluoreszenzsignalen in Sphäroidschnitten. Die Abbildung zeigt 
einen idealisierten Sphäroidschnitt mit einer ihn umfassenden ROI (gestrichelte Line) und darin ungleichmäßig 
verteilten Fluoreszenzsignalen (weiß) und nicht gefärbten Hintergrundbereichen (schwarz). Untersuchungen 
solcher Schnitte mit dem Scaling2.0 Makro erlauben die schrittweise erfolgende Reduktion der von der ROI 
eingeschlossenen Fläche um eine frei wählbare Prozentmenge bis zu deren Mittelpunkt. Dabei werden neue 
ROIs generiert und die zwischen ihnen messbaren Signalanteile, ihrer Position in dem Sphäroidschnitt entspre-
chend, in einem zweidimensionalen Diagram aufgetragen. Dabei entspricht das Zentrum des Sphäroids dem 
Wert Null auf der X-Achse. Eine vollständige Bedeckung der analysierten Fläche mit Signal drückt sich in ei-
nem Messwert von 100% aus.  
 
3.2.12 Isolierung von Gesamt-RNA 
3.2.12.1 RNA-Isolierung mit TRI-Reagent® 
TRI-Reagent® wird im Rahmen dieser Arbeit für die vollständige Isolierung von RNA aus 
den Gewebeproben vereint. Dafür werden die Proben nach ihrer Lagerung bei -80°C auf Eis 
lagernd aufgetaut und in 1 ml TRI-Reagent® pro 50-100mg Gewebe resuspendiert. Die Zell-
suspension wird mit Ultraschall für 2 x 30 sek homogenisiert, danach mit 0,2 ml Chloroform 
pro 1 ml TRI-Reagent® gemischt und für 2-15 min bei RT inkubiert. Es folgt ein Zentrifuga-
tionsschritt bei 14.000 rpm (4°C) für 8 min. Der Überstand wird verworfen und das RNA-
Pellet mit 75%igen Ethanol in DEPC-Wasser gewaschen. Es folgt ein weiterer Zentrifuga-
tionsschritt bei 14.000 rpm für 5 min bei 4°C. Nachdem der Überstand abgesaugt und verwor-
fen wurde kann das RNA-Pellet in 60-100µl nukleasefreiem Wasser aufgenommen werden. 
Es folgt die Bestimmung der Reinheit der Probe.  
 
3.2.12.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 
Zur Bestimmung der DNA- bzw. RNA-Konzentration werden die Proben 1:30 mit 1 M Tris-
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puffer HCl (pH 9,5) verdünnt. Die Messung des Nukleinsäuregehaltes erfolgt bei einer Wel-
lenlänge von 260 nm. Eine weitere Messung bei 280 nm ermöglicht die Bestimmung der 
Reinheit der Nukleinsäuren in der entsprechenden Probe. Mit Einbeziehung des Verdün-
nungsfaktors lässt sich der jeweilige RNA- bzw. DNA-Gehalt aus den erhaltenen OD-
Messwerten berechnen:  
 
RNA-Konzentration: 
Gemessene OD260 x Verdünnungsfaktor x Faktor für RNA [40] = x μg RNA/ml 
DNA-Konzentration: 
Gemessene OD260 x Verdünnungsfaktor x Faktor für DNA [50] = x μg DNA/ml 
 
Zudem resultiert aus dem Quotienten, der bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm gemes-
senen OD-Werte, die Reinheit (RH) der RNA- bzw.: 
 
RH = 260/280 
 
Für die nachfolgenden molekularbiologischen Arbeiten sollten nur Proben verwendet werden, 
deren Reinheit zwischen 1,7- 2,1 liegt. 
 
3.2.12.3 Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion 
Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) dient dem Nachweis der 
Transkription spezifischer Gene. Die in den Zellen vorhanden RNA, die die zellspezifisch 
transkriptierten Gene repräsentiert, wird zunächst extrahiert. Das Extrakt wird mittels der 
RNA-abhängigen DNA-Polymerase in cDNA umgeschrieben, um die enthaltene Information 
für die PCR zugänglich zu machen. Durch sie wird mittels DNA-abhängiger DNA-
Polymerasen die cDNA soweit amplifiziert, dass die einzelnen Fragmente nachweisbar wer-
den. Die Fragmente werden mittels Gelelektrophorese der Fragment-länge entsprechend auf-
getrennt und per Fluoreszenzfärbung (Ethidiumbromit, interkaliert in den DNA-Strang) unter 
UV-Licht sichtbar gemacht.  
 
3.2.12.3.1 RT-Reaktion 
Für die RT-Reaktion wird die unter Gliederungspunkt 3.2.12 isolierte RNA verwendet. Aus-
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gehend von der gesamten zellulären RNA, erfolgt durch die Verwendung eines Oligo-(dT15)-
Primer ausschließlich die Synthese von cDNA aus der zellulären mRNA. Die RT-Reaktion 
erfolgt mit Hilfe des Reverse Transcription Systems von Promega. Zur Erststrang-Synthese 
werden 2 μg der behandelten und unbehandelten Rosettensphäroiden verwendet. Vor der ei-
gentlichen RT-Reaktion wird die RNA für 10 min bei 70°C inkubiert um vorliegende Sekun-
därstrukturen zu denaturieren. Der Reaktionsansatz für die RT-Reaktion setzt sich wie folgt 
zusammen: 
 
2  μg der denaturierten Gesamt-RNA 
4  μl 25 mM MgCl2 
2  μl 10 x Reverse Transkriptionspuffer 
2  μl 10 mM dNTP’s 
0,5  μl RNasin 
1 μl Oligo-(dT15)-Primer 
0,75  μl AMV Reverse Transkriptase 
 
Mit nukleasefreiem Wasser wird auf ein Endvolumen von 20 μl aufgefüllt. Es folgt eine Inku-
bation von 1 h bei 42°C, wobei die mRNA in cDNA umgeschrieben wird. Durch den ab-
schließenden 5 minütigen Inkubationsschritt bei 95°C werden Sekundärstrukturen der cDNA 
denaturiert. Der denaturierte Reaktionsansatz wird mit nukleasefreiem Wasser auf 100 μl auf-
gefüllt und bei – 20°C gelagert. 
 
3.2.12.3.2 PCR-Amplifikation 
Die PCR gliedert sich in mehrere Stufen, die mehrmals nacheinander durchlaufen werden und 
dadurch zu einer starken Amplifikation der Ausgangssequenz führen. Zuerst wird die zu amp-
lifizierende cDNA denaturiert. Anschließend kommt es in einem zweiten Schritt zur Anlage-
rung von Oligonukleotid-Primern, die den dritten Schritt, die Synthese von cDNA-Strängen 
(Elongation), ermöglicht. Werden diese Schritte in mehreren Zyklen nacheinander durchlau-
fen (Amplifikation), wird der Nachweis geringster Mengen Ausgangs-DNA möglich. 
Für die PCR werden die Reaktionsansätze aus der RT-Reaktion mit nukleasefreiem Wasser 
auf ein Endvolumen von 100µl aufgefüllt und in nachfolgende Reaktion eingesetzt:  
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10 μl  cDNA 
5 μl  10 x Reverse Transkriptionspuffer 
3,75  μl  25 mM MgCl2 
1  μl  10 mM dNTP-Mix 
0,5  μl  sense Primer 
0,5  μl  antisense Primer 
0,5  μl  Taq-DNA-Polymerase 
28,75  μl  H2O 
 
Die Temperatur und die Dauer für das annealing, sowie die Anzahl der Zyklen richtet sich 
nach den jeweiligen spezifischen Primern, deren Länge und GC-Gehalt (siehe Tabelle 6). 
 




30 sek 30 
Rotes Opsin 59°C 1 min 30 
Grünes Opsin 59°C 1 min 30 
Tabelle 5: Annealingtemperatur- und dauer für spezifische Primer der jeweiligen Gene. 
 
Im Anschluss werden 10 μl des PCR-Ansatzes auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Da-
zu wird für ein Gelvolumen von 60 ml 0,9 g Agarose in 1 x TAEPuffer vorsichtig aufgekocht. 
Für späteres Sichtbarmachen der aufgetrennten DNA werden 1,5 μl Ethidiumbromid zu der 
Gel-Lösung gegeben. Wenn das Agarosegel vollständig polymerisiert ist, werden die einzel-
nen PCR-Ansätze aufgetragen und bei 90 Volt für 1 h aufgetrennt. Die Größe der Fragmente 
wird durch den Vergleich mit einem DNA-Größenstandard ermittelt. 
 
3.2.13 Sterilisation von Medien und Glaswaren  
Für die Bakterienkultivierung und das Arbeiten mit Nukleinsäuren, insbesondere mit RNA, ist 
es unerlässlich, dass die verwendeten Medien, Puffer und Glaswaren sterilisiert werden. Die 
Sterilisation der Medien und Puffer erfolgt durch das Autoklavieren bei 120 °C und 2 bar für 
20 min. Glaswaren werden für 8 h bei 180 °C im Trockenschrank gebacken. 
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3.2.14 Vermessung der Fläche und Zirkularität von Rosettensphä-
roiden 
Rosettensphäroide zeigen im Verlauf ihrer Kultivierung deutliche Veränderungen in ihrer 
Größe und ihrer Form. Die quantitative Analyse dieser Vorgänge ist eine Methode um die 
Auswirkungen unterschiedlicher Agenzien auf Rosettensphäroide zu untersuchen.  
 
3.2.14.1 Computergestützte Erfassung der Konturen von Rosettensphäroiden 
und deren Analyse 
Für diese Form der Analyse wird jeweils ein Teil der Rosettensphäroide mitsamt 200µl 
Reaggregationsmedium an den entsprechenden Kulturtagen mit einer 1000µl Eppendorf Pi-
pette aus ihren Kulturschalen entnommen und in den Deckel einer frischen 3,5 cm Kultur-
schale überführt. Die sich anschließende Dokumentation erfolgt an einem Zeiss Axiophot mit 
einem 2,5x Objektiv. Bei der Aufnahme wird stets darauf geachtet, dass der Großteil der 
Sphäroide keinen direkten Kontakt zu anderen Sphäroiden hat und alle Bilder mit denselben 
Mikroskop-Einstellungen (Helligkeit, Kontrast) aufgenommen werden. Es werden stets Sphä-
roide aus zwei unterschiedlichen Kulturschalen fotografiert, wobei aus jeder Schale mindes-
ten 25 Sphäroide vermessen werden. Nach der Dokumentation werden die Sphäroide wieder 
in die Kulturschalen transferiert. 
Die Auswertung der Bilder erfolgt mit ImageJ. Dafür werden die ursprünglichen RGB-Bilder 
zunächst zu 8 bit Bildern konvertiert. Anschließend erfolgt eine doppelte Weichzeichnung 
durch die wiederholte Betätigung der der „Smooth“-Funktion. Für alle auszuwertenden Bilder 
wird nun ein allgemein gültiger Schwellenwert (Threshold) gewählt und mittels der „Apply“ 
Funktion auf die Bilder übertragen, die dadurch binär werden. Durch die Betätigung der „Wa-
tershed“-Funktion werden die Konturen evtl. aneinander liegender Sphäroide voneinander 
getrennt. Zuletzt erfolgt die automatische Erfassung der Sphäroidkonturen über die Wahl der 
„Analyze Particles“-Funktion, wobei sowohl die Funktionen „Include Holes“ als auch „Ex-
clude on Edges“ aktiviert sind und lediglich Konturen mit ausgewertet werden, deren Zirkula-
rität einen Wert zwischen 0,75 und 1 besitzt. Die automatisch erfassten Konturen werden in 
den ROI Manager transferiert und noch einmal manuell überprüft. Fehlerhafte Konturen, die 
durch eine falsche Trennung bei der „Watershed“ Analyse zustande gekommen sind, werden 
gelöscht.  
 
 Material und Methoden 
41 
3.2.14.2 Statistische Erfassung der Verteilung von Größe und Zirkularität in 
Sphäroidpopulationen 
Die Analyse der Verteilung von Größe und Zirkularität in Sphäroidpopulationen erfolgt im 
Anschluss an die die Erfassung sämtlicher Flächen- und Zirkularitätswerte. Sie wird ebenfalls 
mit ImageJ durchgeführt. Über die in dem Ergebnisfenster anwählbare „Distribution“-
Funktion werden sowohl für die Fläche, als auch für die Zirkularität 10 Segmente (bins) ers-
tellt. Diese Segmente liegen im Falle der Fläche in einem Bereich (range) von 0 – 0,25 mm2 
und im Falle der Zirkularität zwischen den Werten 0,75 und 1. Auf diese Weise wird jeder zu 
der untersuchten Population zugehörige Rosettensphäroid in das für ihn passende Segment 
eingeteilt. Die Anzahl der in einem jeden Segment enthaltenen Sphäroiden wird zuletzt ins 
Verhältnis zu der gesamten Populationsgröße gesetzt und mit Hilfe von Microsoft Excel gra-
phisch dargestellt.  
 
3.2.15 Dokumentation und Bildbearbeitung 
Die Dokumentation der Agarosegele erfolgt mit Hilfe eines UV-Leuchttisches, auf dem eine 
Polaroidkamera befestigt ist. Die aufgenommenen Bilder können gescannt werden und mittels 
des Programms Multianalyst 2.0 (Biorad) einer densitometrischen Quantifizierung unterzogen 
werden. Die Dokumentation der histologischen Präparate erfolgt mit Hilfe eines Zeiss Axio-
phots mit Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung. Die digitalisierten Bilder werden mit Hilfe des 
Programms ImageJ bearbeitet. 
 
